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vaccins 

L ' invention concerne un ADN recombinant comportant 
une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
Determine sous le controle d'un promoteur d adenovirus, 
aes vecteurs contenant cet ADN recombinant et de S cellules 
eucaryotes transferees par cet ADN recombinant, l es pro- 
duits d'excretion de ces cellules transferees et leurs 
applications, notamment a la constitution de vaccins . 

Les adenovirus humams possedent un long genome 
(environ 36.000 pb) lineaire et double brin qui code pour 
au moms 30 proteines. Le cycle viral, au cours de 1 • in- 
fection de cellules permissives, est divise en deux pha- 
ses, precoce ei tardive. II est connu que les quatre re- 
gions du genome viral exprimees en phase precoce sont 
appelees regions E1 , £2. E3 et E4. dont les positions 
respectives dans le genome viral entier sont schematique- 
»enr representees dans la tig. 1. La z * gion B1§ situ . e a 
i-extremite gauche du genome, est elle-meae divisee en 
deux regions El A et E1B. Le passage de la phase precoce a 
ia phase tardive, marque par la replication du DNA viral, 
est caractexise par un changement brutal du programme 
genetique du virus. L' expression de certains genes pre- 
coces est reprimee alors que la transcription des genes 
tardxfs s'effectue principal ement a partir d'un seul 
promoteur, le promoteur ma 3 eur tardif (fig. „. De plus 
on observe une forte repression de la synthese des pro- 
teines de la cellule bote < 1 ) . 

L ' organisation genetique des adenovirus humains de 
We 2 ou 5 (Ad2, Ad5) est suffisamment connue pour que 
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l'on puisse manipuler leur g6nome in vitro et son 
utilisation comme vecteur d* expression d'un gene etranger 
dans une cellule animal e en culture a d6ja 6te envisagee. 
II est en effet connu que la region E3, qui represente 6 \ 
5 du genome, n'est pas essentielle in xitra et peut done 
etre substitute dans sa totalite (2). La taille du 
fragment de DNA Stranger qu'il est possible ci'inserer dans 
le genome de ces virus est grande. En effet, le virus peut 
encapsider un genome dont la longueur excede de 5 \ celle 
10 du genome sauvage. 

Differents vecteurs derives des adenovirus de type 
2 ou 5 ont done ete construits. Dans ces recombinants, le 
gene err anger etait exprime sous le control e du promoteur 
majeur tardif. Ceci a permis d'obtenir dans certains cas 
1 5 une synthese de la proteine codec par un gene etranger a 
un niveau comparable a celui des proteines viral es 
tardives (4, 5, 6, 7). Ceci etant, il resulte de ce qui 
precede, que 1* expression du gene etranger sous le 
controle du promoteur tardif ne peut se manifester que 
20 dans la phase tardive du cycle viral. 

L* invention decoule de la constatation que le pro- 
moteur de la region precoce E1A du genome d'un adenovirus 
(ci-apres desicne simplement par "promoteur E1A" ) pouvait 
controler de fapon particulieremenr efficace 1* expression 
25 d'un gene heterologue (e'est-a-dire etranger vis-a-vis des 
genes qui lui sont normal eraent associes dans 1 'adenovirus) 
ou plus general ement d'une sequence nucleotidique hetero- 
logue codant pour une sequence polypeptidique dont 1' ex- 
pression est recherchee. En d'autres termes, le promoteur 
30 E1 A se comporte comme un promoteur fort, et ce plus parti- 
culierement lorsque 1' ensemble promoteur E1A-sequence co- 
dante heterologue est insere dans un vecteur viral. 

L'invention concerne done de fagon generale un ADN 
recombinant pour la transformation de lignees cellulaires 
35 eucaryotes, notamment humaines ou animales, choisies parmi 
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celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont les 
polymerases endogenes sont susceptibles de reconnaitre les 
promoteurs des adenovirus, cet ADN recombinant etant en 
outre modifie par un acide nucleique d' insertion contenant 
5 une sequence nucleotidique codant pour une sequence poly- 
peptidique dont 1 'expression dans lesdites lignees cellu- 
J aires est recherchee. Cet ADN recombinant est plus parti- 
culierement caracterise par le rait que ladite sequence 
d' insertion est placee sous le contr61e direct du promo- 
10 tcur precoce de la region E1 A du genome d'un adenovirus. 

De preference, cet ADN recombinant est incorpore 
dans un vecteur replicable dans lesdites lignees cellulai- 
res ou associe par recombmaison genetique avec un tel 
vecteur. 

15 S'agissant d'un vecteur viral, notamroent de celui 

derive d'un adenovirus, on peut alors egalement benef icier 
de l'avantage s'attachant a la region E1A des adenovirus, 
a- savoir que son expression est constitutive et permanente 
tout au long du cycle viral (8, 9). 

20 

Une form e particuliere preferee de 1 ADN recombi- 
nant selon 1' invention est caracterisee par le fait 
qu'elle comporte, en aval de 1' acide nucleique d 'inser- 
tion, dans le sens de la transcription, un genome defectif 
d' adenovirus comprenant neanmoins 1' ensemble de celles des 

25 sequences essentielles necessaires a la replication de 
1 'adenovirus correspondent , qui sont normalement situees 
en aval des genes normalement sous le controle direct du 
promoteur precoce E1A dans ledit genome. 

Avantageusement, le genome defectif d 'adenovirus 

30 avec lequel 1 ' ADN recombinant conforme & 1' invention est 
associe, est const itue par un genome complet d ' adenovirus , 
cependant depourvu de la partie anterieure de la region 
El A du genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 \ 
(pourcentage exprime par rapport a la taille totale du ge- 

35 nome de 1 'adenovirus) . 
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Les ADNs recombinants de 1' invention, associfis avec 
des elements de vecteurs tels que ceux qui ont 6tfe 
mentionnes ci-dessus, constituent en fait des vecteurs 
contenant lesdits ADNs recombinants. II sera encore en ce 
5 qui les concerne fait reference a des "virus recombinants 
defectifs", lorsque les elements de vecteurs associes a 
1 ' At)N- recombinant* selon 1 ' invention seront" dfer iv6s d ■ uh- 
genome defectif d * adenovirus . Ces virus recombinants 
defectifs sont avantageusement utilises pour la transfor- 
10 matron dc lignees cellulaires transf ormables d'eucaryotes 
superieurs (notamment d'origine humaine ou animale) 
comportant elles-memes une sequence distincte de 
nucleotides apte a complementer la partie du genome de 
1' adenovirus dont le susdit ve.cteur est depourvu, ladite 
15 sequence distincte etant de preference incorporee ail 
genome des cellules de ladite lignee cellulaire: 

A titre cTexemple prefere de telles lignees cellu- 
• 1 aires, on mentionnera la lignee 293 r lignee de rein em- 
bryonnaire huroain qui contient, integres dans son g£nome, 
20 les onze premiers pour cents de l'extremite gauche du 
genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de complementer des 
virus recombinants defectifs qui portent des deletions de 
cette region < 10) . 

L * utilisation de ces systemes vecteur virus defec- 
25 tif recombinant - cellules contenant une sequence capable 
de complementer les virus recombinants defectifs, est d'un 
inter et tout particulier, lorsque la sequence nucleoti- 
dique contenue dans I'acide nucleique dinsertion de l'ADN 
recombinant code pour une proteine qui, lorsqu'elle est 
30 exprimee dans un hote cellulaire nature! sous le contrdle 
de son promoteur naturel, est excretee dans le milieu 
d'une culture de cet h6te cellulaire naturel. 

Le gene S du genome du virus de 1' hepatite B cons- 
titue a cet egard une sequence nucleotidique d'un int6r£t 
35 particulier, et ce pour plusieurs raisons. D'une part, le 
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produit d' expression du gene S dans les cellules qui l'ex- 
priment, 1 ' HBsAg (11, 12 ), est secrete dans le surnageant 
cellulaire sous forme de particules faciles a detecter et 
a quantifier par dosage radioimmunologique, ce qui permet 
une evaluation precise de la capacite d' expression du vec- 
teur viral. D'autre part, 1 'invention fournit un vecteur 
viral recombinant permettant 1' etude de 1' expression de<; 
genes de 1 ' HBV tant au niveau de la transcription que de 
la traduction, ce qui est d'autant plus interessant gu'il 
n'existait pas jusqu'a ce jour de systeme de culture 
cellulaire capable de propager le virus de 1 'hepatite B 
(HBV). Enfin, 1 "infection cellulaire par le virus recom- 
binant adenovirus-HBV illustre de fagon particulierement 
avantageuse la base methodologique d'un procede de fabri- 
cation d'un vaccin contre un agent pathogene determine (en 
1' occurrence le virus de 1 'hepatite B dans 1'exemple con- 
sid^re). 

Une autre sequence nucleotidigue du genome du viru^ 
de I' hepatite B d'un inter et particulier est le cene - 
20 m uni de sa region pre-S2 qui code pour 1' antigene HBs ex 
pour un recepteur de la serumalbumine humaine polymensee 
(PHSAX25), (26). 

II va de soi que l'on peut substituer dans 1 ' ADN 
recombinant le gene S par toute autre sequence nucleoti- 
25 dique codant pour un antigene protecteur distinct contre 
un autre agent pathogene determine, surtout lorsgue cet 
antigene protecteur distinct est lui-meme normalement 
susceptible d-etre secrete par les cellules transformees 
par l'ADN recombinant, il va de soi egalement que 1'on 
peut substituer dans 1 'ADN recombinant le gene S et la 
region pre-S2 par toute autre s6quence nucl e 0tidique 
codant pour un antigene protecteur distinct contre un 
autre agent pathogene determine, surtout lorsque cet 
antigene protecteur distinct est lui-meme normalement 
susceptible d'etre secrete par les cellules transformees 
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par l'ADN recombinant* La sequence nucleotidique codant 
pour cet antigene protecteur distinct peut d'ailleurs 
eventuellement etre inseree dans l'ADN recombinant en 
phase avec un autre gene, par exemple 1* antigene HBsAg , 
5 des lors que cet autre gene peut £tre utilise comme "lo- 
comotive" pour promouvoir 1' excretion 6galement de cet 
ahtigene distinct, notamment sous forme de proteine by* 
bride. Au titre des antigenes distincts susceptibles 
d'etre ainsi produits (le cas echeant sous forme de 
10 proteine hybride), on mentionne par exemple des glyco- 
proteines de structure du virus d • Epsteim-Barr • 

Les premiers nucleotides de la sequence nucleo- 
tidique codant pour un polypeptide determine (proteine 
"simple" ou hybride) sont places , notamment par construc- 
ts tion aussi pres que possible de ce promoteur, notamment de 
la "boite TATA" (TATA box), caracteristique du promoteur,! 
etant cependant entendu que la sequence nucleotidique 
entre le promoteur et l'ATG initiateur de la sequence nu- 
cleotidique codant pour ledit polypeptide determine devra 
20 en general contenir les triplets codant pour 1 1 extremity 
5' non traduite de l'ARN messager correspondant norma - 
lement a la sequence codante et contenant les sequences 
d ' appariement aux ribosomes necessaires a une traduction 
efficace. Cette extremite 5' non traduite de l'ARN mes- 
25 sager peut d'ailleurs etre remplacee par l 1 extremite 5* 
non traduite d'un ARN messager distinct de celui norma- 
3ement associe a une sequence codante determmee. Par 
exemple, on peut, dans le cas du gene S r remplacer l'ex- 
tremite 5' non traduite contenant le gene pre-S ou joux- 
30 tent celui-ci par I 9 extremite 5' non traduite de l'ARN 
messager de 1* antigene T de SV40. Mais on a aussi remarque 
que lorsqv'on utilise une sequence d'ADN contenant les 
regions S et pre-S2 du genome du virus de 1' hepatite B 
sous le controle du promoteur fort E1A, il est possible 
35 d'obtenir les expressions a la fois de la region pre-S2 et 
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de la region s. 

Toute autre extremite 5' non traduite d ' ARN messager peut 
etre utilisee, des lors qu'elle est compatible avec 
l'autre extremite similaire choisie. 

II est avantageux que la distance entre la boite 
TATA du promoteur et le site d' initiation de l'ARN mes- 
sager soit d' environ 30 nucleotides. 

Le promoteur E1 A de 1 'ADN recombinant selon 1 • in- 
vention et encore plus generalement le vecteur selon 1 'in- 
vention mettant en oauvre des parties plus importantes du 
genome d'un adenovirus sent de preference issus d'un ade- 
novirus appartenant a la categorie C, telle gu'elle a ete 
defame par TOOZE. Ces adenovirus ont la propriete connue 
de n etre pas oncogenes. Les sous-types Ad2 ou Ad5 de 
certe categorie d' adenovirus se caracterisent par un 
pouvoir transformant important. L' utilisation de ce 
dernier type d'ADN recombinant est done particulierement 
recommandee, lorsque le produit d' expression recherche est 
destine a la production d'antigenes protecteurs, notamment 
de principes actifs de vaccins. Cela sera encore d'autant 
Plus vrai dans le cas ou des adenovirus entiers, et meme 
infectieux, seront utilises comme principes actifs de 
vaccins vivants, notamment dans les conditions qui seront 
encore explicitees plus loin. 

L'invention concerne naturellement egalement les 
Hgnees cellulaires, notamment d'origme humaine ou ani- 
male. qui sont transformees par des ADN recombinants tels 
que definis ci-dessus et qui ont ete rendues capables de 
synxhetiser un polypeptide code par la sequence nucleoti- 
de (ou lesdites sequences nucleotidigues) contenues 
dans ces ADNs recombinants et placees sous le contr61e 
direct dudit promoteur. 

L ' invention concerne plus particulierement encore 
les Hgnees cellulaires transformees avec un ADN recom- 
binant conforme a 1' invention et en outre caracterisees en 
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ce que les cellules de ces lignees cellulaires contiennent 
elles-m^mes urie sequence distincte de nucleotides apteg A 
complementer la pa*tie du genome de 1' adenovirus dont le 
susdit vecteur est d6pourvu, ladite sequence distincte 
5 etant de preference incorpor6e au genome des cellules de 
ladite l^ignee cellulaire. " 

A ce titre, la lignee 293 d£ja mentionnee plus 
haut, apres avoir ete transformee par les ADNs recombi- 
nants, constitue une culture cellulaire preferee selon 

10 1 1 invention. Gr£ce a la sequence de complementation que 
contiennent les cellulles de cette lign&e, on observe une 
multiplication virale importante k l*interieur de ces 
cellules et, par voie de consequence, une expression 
egaleznent multipliee de la sequence codante pour " le 

15 polypeptide predetermine. Dans le premier cas ou cette 
sequence codante est le gene S f on obtient une production 
importante d'antigenes HBsAg excretes dans le milieu de 
culture de ces cellules. Dans le second cas ou les se- 
quences codantes sont constituees par le gene S et la 

20 region pr6-S2 du virus de 1" hepatite B, 1* adenovirus 
recombinant dirige in vitro la synthese des particules 
HBsAg possedant une activite de recepteur pour la pHSA. 
Injecte a des lapms, ce virus recombinant produit des 
anticorps anti-HBsAg et anti-pHSA. Ceci montre la 

25 possibilite d'utiliser ' un adenovirus recombinant pour 
exprimer un gene a la fois in vitro et in vivo . 
Les memes vecteur s peuvent etre utilises pour la 
transformation de cellules Vero dans des conditions 
analogues . 

30 Les vecteurs contenant 1 ' ADN recombinant selon 

1* invention peuvent 6galement etre utilises pour la trans- 
formation de cellules ne possedant pas elle-mfeme la 
sequence de complementation dans les conditions qui ont 
ete indiquees ci-dessus. II pourra alors etre necessaire 

35 de proceder a une co-transformation de ces derniers types 
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de cellules, d'une part, avec un vecteur contenant l'ADN 
recombinant selon 1 • invention, d 'autre part, avec un 
adenovirus non defectif ou un ADN recombinant distinct 
contenant les sequences d' adenovirus dont est depourvu le 
5 vecteur recombinant conforme a 1' invention. II pourra 
certes etre observe dans ce dernier cas upe production 
simultanee d'antigenes HBsAg (lorsque la sequence codante 
contient le gene S) et de 1 'adenovirus replique et libere 
par les cellules ainsi transformees. L'antigene protecteur 

10 torme peut cependant. le cas echeant, etre separe de la 
suspension virale, par exemple par aise en contact du 
milieu de culture avec des anticorps anti-adenovirus , de 
preference immobilises sur un support solide, tel que 
I' agarose reticulee, commercialisee sous la designation 

15 SEPHAROSE . De toute fapon, la presence de quantites re- 
siduelles de virus dans la preparation vaccinante n'est 
que d'une importance relativement mineure. En effet, 
1- adenovirus n'a qu'un pouvoir pathogene faible chez 
l'homme. II n'ent.raine que des infections respiratoires 

2° benignes. 

La faible importance du pouvoir pathogene des ade- 
novirus, plus partxculicrement de ceux qui appartaennent 
au gxoupe C des adenovirus humains, permet d'envisager la 
constitution de "vaccins vivants". Ceux-ci peuvent etre 
25 const itues par des adenovirus infectieux modifies au ni- 
veau de la region E3 par 1' insertion de l'ADN recombinant 
selon 1' invention dans la partie non essentielle de 1 'ade- 
novirus. A cet egard, il faut souligner le fait que les 
adenovirus humains du groupe c ne se sont jamais reveles 
tumorigenes chez 1 ' animal (3). Ces vecteurs ou virus 
seront d'un interet tout particulier pour la transforma- 
tion de cellules Vero, dont le caractere non tumorigene 
est maintenant solidement etabli. De ce fait elles 
constituent une lignee d ' origine animale particulier ement 
favorable a la production de produits a usage humain. 
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Des caracteristiques supplfementaires de 1* invention 
apparaitront encore au cours de la description qui suit de 
constructions prefer£es de vecteurs contenant l'ADN recom- 
binant selon I'invention et des conditions dans lesquelles 
5 ces vecteurs sont utilisables. II sera fait reference & 
cette occasion aux dessins dans lesquels : 

ia^fig. 1 represente scheraatiquement les positions relA- - 
tives des differentes regions du genome d'un adenovirus du 
sous- type Ad5, d'une part f et a echelle agrandie, de la 
10 region E1A de ce g6nome ; 

- la fig. 2 est un schema desormais classique du genome du 
virus de 1* hepatite B ; 

les fig. 3 a 6 montrent les constructions successives 
qui ont conduit a la realisation d'un plasmide contenant 
5 un premier ADN recombinant conforme a I'invention (fig. 6) 
et 

la fig. 7 represente schematiqueroent 3a construction 
d'un "virus recombinant ,defectif a partir du plasmide 
modifie de la fig. 5 et de genomes defectifs de Ad5 . 

20 on fera d'abord les observations suivantes a propos 

des figures, avant de decrire la realisation de construc- 
tions d'ADNs recombinants selon I'invention. 

Dans les tig. 3 a 6, les parties en trait fin cor- 
respondent a des sequences du plasmide pML2. 

25 Les nombres apparaissant dans les fig. 1 a 5 in- 

diquent les positions des sites de restriction dans les 
sequences virales Ad5, SV40 et HBV. Les numerotations des 
positions des sites de restriction de Ad5 et du SV450 sont 
celles de J. T00ZE (1), celles de 1 1 HBV sont eel les de P. 

30 TI0LLAIS et al. (11). 

Les raturations des designations de sites dans les 
dessins temoignent de la presence anterieure des m&mes si- 
tes dans les parties correspondantes des ADNs qui seront 
decrits ci-apres. Ces sites ont cependant ete deletes, 

35 supprimes par reparation des extremites cohesives des 
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fragments ouvexts ou fragments a 1'aide des enzymes d e 
restriction correspondasntes, ou par tout autre moyen tel 
qu' envisage dans la description qui suit des constructions 
qui ont ete faites. 

1 ; fi*PPe? principaux elements rte 1 a c t ruct „ rp ^ 

I'prganisation du genome de. 1 '^ ^ovirus <ci-* r r±* 
. souvent simplgment desjqne npr 1a ^ S iqnat<nn y .^ : 

lis resultent des parties 1A et 1B de la fig. 1. 

: Le genome est une molecule de DNA lineaire 
double brin longue d'environ 36.000 pb. Les fleches in- 
daquent la position et le sens des transcriptions des 
regions precoces E1a, E1b, E2. E3 et E4. Le promoteur 
majeur tardif PM t et 1 -unite de transcription qui lui est 
associee sont egalement montres. Les numerations de 10 
en 10. de 0 a 100, correspondent a des tailles exprimees 
en % de la taille du genome total. 

JLB : La region E1A. Les transcripts de cette region 
ont tous des extremites 5'P (position 499) et 3 ■ OH (posi- 
tron 1632) identiques. Le premier T de 1 'element TATA du 
promoteur est situe a la position 468. Les sites de res- 
triction utilises dans les constrructions des plasmides 
sont indiques. Les tailles sont exprimees par des nombres 
de paires de bases. 

2 - Origine fragments ront M ,^ U R ^ ^ g 

tt U region pre-*-, utilises dan, 1 es n^*^^ ^ 
suivent . 

11 eas : Fragment du genome du virus de 1 'hepatite B 

contenant le gene S. 

11 eSt issu du genome du virus de 1' hepatite B 
(fag. 2). il est rappele que le genome du virus de 
1- hepatite B est une molecule de DNA circulaire 
Partaellement simple brin. Sa longueur est d'environ 3.200 
Pb. II est constitue par 1 ' appariement de deux brins de 
longueur inegale appeles brins L(- ) et S( + ) . Le gene S 
represente la sequence codante du polypeptide majeur de 
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l'enveloppe virale qui porte I'HBsAg. Le fragment d'ADN 
utilise dans les constructions ci-aprfes est le fragment 
XhoI 127 -BglII 19B4 . Le site de polyadenylation du messager 
de I'HBsAg a 6t6 localise a la position 1916. 
5 2* cas : Fragment du gfenome du virus de l'hfepatite B 
nontenant le. gene S et la region pre-S2.. 

Le fragment d'ADN utilisfe est le fragment 
MstII 3161 -BglII 1982 qui code a la fois pour l'antigene HBs 
et pour un recepteur de la serumalbumine humaine 
^O polymerisee (pHSA) . Le site Mstll precede le codon 
d' initiation de la region pre-S2 de 9 nucleotides, Le site 
Bglll est situe a 64 nucleotides en aval du signal de poly 
A addition du gene S (de 1 'anglais "poly A addition 
signal*). 

1 5 ii es t: question dans ce qui suit de la construction 

et de la propagation d'un adenovirus recombinant 
comportant le gene S. Le mode operatoire est identique. 
pour obtenir un adenovirus recombinant, conforme & 
1' invention, possedant le gfene S et la region pre-S2, 

20 etant entendu que, dans ce second cas, c'est le fragment 
d'ADN Mstll-Bglll qui est insere entre les sites de 
restriction Hindlll et BamHI du plasmide pK4, a la place 
du fragment d'ADN Xhol-Bglll dont il est question ci- 
apres . 

25 On designera dans ce qui suit par AdS(X-B) 

1* adenovirus recombinant possedant le gene S et par 
Ad5(M-B) l'adenovirus recombinant possedant le gene* S et 
la region pre-S2. 

3- Construction du plasmide nEIAfTaan (fia. 

30 Le plasmide pEIA(Taql) contient les 632 premiers 

nucleotides de l'extremite gauche du genome de l'Ad5. Ce 
fragment a 6te obtenu par coupure du fragment de restric- 
tion purifid SacI E (O - 5,0 \) de 1'AdS par TaqI (fig, 
1). Ce fragment a 6te insere entre les sites de res- 

35 triction EcoRI et Clal du plasmide pML2 (fig. 3) Le 
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Plasmide PML2 a ete ouvert par EcoRI et Clal. Le fragment 
de Ad5 a ete ii« au P lasn»ide linearise au niveau de 
1 extremxte Taql. La jonction des extremites Taql-Clal 
recree un site de restriction Clal. L'extremite EcoRI du 
recombinant a ete reparee avec la DNA-polymerase I de £ 
^ (fra * men * de Klenow) et le plasmide ^circularise au 
»oyen de la ligase T4. I* site EcoRI a done ete reconsti- 
tue . 

4 - r^icatinn du plasmide oAR1 ( H n a } 

Le plasmide pAB1 a ete construit a partir du plas- 
mide pEIA (Taql ) , de facon a eliminer la partie codante de 
la region E1A. Ceci a ete effectue par isolemenr du frag- 
ment Pyull-Pvuil (positions 452-623), coupure de ce frag- 
ment par 1'enzyme Haelll (position 495) . reinsertion du 
fragment PvuII -Ha#»TTT 

452 HaeII1 495 au niveau du site PvuII c ,_ d u 
Piasm.de pE1A(TaqI ) . En d - autres 1# 

HaeIH 495 - PvU623 a et4 MMm Le plasffiide pAfi1 contient 
un site Hindin proche du site d ■ initiation de trans- 
cription de la region E1 A et un site BamHI (de p K L2) situe 
a d^tance. Ces deux sites de restriction peuvent etre 
utilises pour doner des genes etrangers sans qu'il y ait 
fusion genetique. 

5 - - Production d« m a ,^ de DtCia ff c? 

PAB1 a ete coupe par Hindlll et BamHI et le frao- 
ment contenant le promoteur de E1 A , issu de P AB1, a ete 

Bgll BeunHI (po Eita0 ns 5235-2533 du genome du virus SV4D) 
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ci-apr6s d6nomm6 A(SV40) contenant le gene codant pour les 
antigenes T et t du virus SV40. Apres reparation des 
extremites Bgll et Hindlll du reconstituant par le 
fragment de Kleenow, le plasmide est recircularise au 
5 moyen de la ligase T4 . La construction presente dans le 
plasmide pK4 a ete testfee en mettant en jeu 1' expression 
transitoire du gene T. Introduit dans des cellules HeLa 
par transfection selon la technique au phosphate de 
calcium (19), le plasmide pK4 dirige la synthese de 

10 l'antigene T de SV40 qui a ete detect6e par 
immunofluorescence. Environ 1 \ des cellules trans±ect&es 
presentaient une fluorescence nette. L * absence de 
flucrescence apres transfection cellulaire par un plasmide 
cor.tenant le fragment de SV40 insere dans la mauvaise 

1 5 orientation montre que le gene des antigenes T et t est 
bien place sous le conrrole du pronoteur £1 A de 1'AdS. 

C'est le site Hindlll, a la position 5171 du frag-, 
mem A(SV40) qui est ensuite utilise pour substituer le 
susdit fragment contenant le gene S a la majeure partie de 

20 A{SV40). 

6. Production du plasmide oK4 S (X-BHfia. 6). 

Le plasmide pK4 a ete dig£re par Hindlll et BamHI . 
Le fragment Xhol-Bglll (positions 125 a 1982) du genome du 
virus de 1* hepatite B (HBV) (fig. 2) a ete insert, en lieu 

25 et place de la majeure partie de A(SV40) entre les sites 
de restriction Hindlll et BamHI du plasmide pK4 , apres re- 
paration de leurs extremites respectives par la DNA poly- 
merase I d'g. coli (fragment de Kleenow) (fig. 3). Les 
sites de restriction Xhol , Hindlll, BamHI et Bglll sont 

30 perdus apres ligature. 

Le site Hindlll etait situe a 8 nucleotides en 
amont de I'ATG initiateur des antigenes T et t. L' inser- 
tion du gene S dans ce site permet done de conserver l'ex- 
tremite .5" du mRNA precoce de SV40 contenant le site de 

35 'capping" et les sequences d ' appariement -du messager aux 
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riboson.es. Le fragment de DNA HBV contient la sequence 
codante ou gene S (position 155 a 833) du polypeptide 
»a D eur de 1'enveloppe virale porteur de 1 ' HBsAg ainsi que 
la sequence situee en 3' du gene S et qui inclut le site 
de polyadenylation de 1 'ARM messager de 1'HBsAgala 
position 1916 (20, 21, 22). Deux plasmides pK4S + et pJUs" 
porteurs du fragment HBV insere dandles deux sens ont ete 
asoles. Des cellules 293 ont ete transferees par ces deux 
Plasmxdes et la synthese d' HBsAg a ete recherchee dans le 
surnageant cellulaire 3 jours apres la transf ection. Seul 
le piasmide pK4S qui possede le promoteur E1A a l'extre- 
mxte 5' du gene s est capable de diriger la synthese 
d ' HBsAg. ceci montre que 1' expression du gene s est bien 
sous le controle du promoteur E1A de 1'AdS. Finalement, un 
site de restriction Clal non methyle dans £. c^U a ete 
xntroduit dans le piasmide pK4S + (X-B) au niveau du site 
Nrul de la sequence pMI, 2 . Le site est n6cessaire . lfl 
construction du virus recombinant. 

C'est finalement le fragment delimite par des ex- 
tremxtes Pstl et Clal, et obtenu a partir de P K4S + <x-B) 
qux a ete utilise pour la fabrication d'un "virus 
recombinant defectif" conforme a 1' invention. 
7 - g° nst ^tion du vims recomhi,^ . def^-Mf ^ -,j 

3 microgrammes du fragment de restriction Pst1-Clal 
Purifie a partir du piasmide P K4S + (X-B) ont ete ligatures 
a 20 mxcrogrammes du fragment de restriction Clal (26*- 
100 *) de i. Ad5 puxifi6 par ultracentrifugation en 
gradient de saccharose pour fournir le "virus defectif 
recombinant" Ad 5. 

8 " Propagation du v-i y „ e r - combi nan + 

Les cellules 293 ont ete cultivees dans des boites 
de 6 cm de diametre. 4 heures avant la transfection le 
surnageant de culture a ete remplace par du milieu. 5 
boites de cellules 293 a 70 * de confluence ont alors ete 
transfectees avec i e me lange de ligation selon la 
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technique au phosphate de calcium puis incub6es pendant 4 
heures & .37 'C. Apres adsorption, les cellules contenues 
dans chaque boite ont £t& levies avec 2 ml de tampon T5 
(NaCl 8000,0 mg/1, KC1 380,0 mg/1, Na 2 HP0 4 100,0 mg/1, 
5 CaCl 2 100,0 mg/1, MgCl 2# 6H 2 0 100,0 mg/1, Tris 3000, O mg/1 
pH 7,4), traitees avec 400 microlitres d'une solution TS 
conxenant 20 % de glycerol pendant 1 minute a temperature 
ordinaire, lavees deux fois avec 2 ml de tampon TS, puis 
recouverte avec 4 ml de milieu MEM contenant 1 \ d'agar 
10 noble, 1 \ de serum de veau foetal. Aux jours 4 et 7 , les 
cellules ont ete recouvertes avec 4 ml du melange 
nutritif. Aujour 10, les cellules ont ete colorees avec 4 
ml du milieu nutritif supplements avec 0,01 \ de rouge 
neutre. Les plages ont et6 observees au jour 11. Les virus 
1 5 ont ete resuspendus dans 1 ml de TS et amplifies sur 
cellules 293. La presence de HBsAG dans le milieu de 
culture a ete testee par RIA (Austria II, laboratoire 
ABBOTT). Apres amplification, la presence' de sequences HBV 
dans le recombinant a ete testee par hybridation. Cinq 
20 plages ont ete analysees. Une seule contrenait un virus 
recombinant HBsAg* . Ce clone Ad5(X-B) axnsi qu'un autre 
clone etaient positifs pour la detection de sequences HBV. 
La taille du genome viral recombinant excede celle du 
virus sauvage de 2100 pb. Aucune deletion n"a pu fetre 
detectee par analyse de fragments de restriction du genome 
recombinant. Par ailleurs, cette analyse a montr§ que les 
sequences du pML2 situees entre le site de restriction 
PstI et la sequence d'Ad5 ont 6te correctement excisees au 
cours de la propagation du genome recombinant dans la 
30 lignee 293. 

9 - LA svnthese d'HBsAq diria ^e par le vecteur Ad5(X-B1 . 

Des cellules 293 et des cellules Vero ont 6t§ in- 
fectees par le virus Ad5(X-B). Les niveaux d'expression de 
HBsAg synthdtise sont montres dans le tableau I. Des 
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6chantillons du surnageant cellulaire ont ete preleves 3 
jours apres 1« infection et 1 ' HBsAg a ete recherche par 
essax radioimmunologique (" radioimmunoassay : RIA) . Les 
resultats montrent que le vecteur Ad5(X-B) est capable de 

5 diriger la synthese d' HBsAg dans ces deux lignees 
cellulaires, et l'excietion d ' HBsAg par les lignees 
cellulaires dans'leurs milieux de culture respectifs. 

I» 1 HBsAg synthetise a ete purifie par ultracentrif u- 
gation en Csci . II a une densite de 1,20. Des particules 

0 typrques de 22 nm ont ete observes par microscopie elec- 
tronique . 

1 °- gv^hesP d-^q diria^e P *r ygcj^rg h^AHtm 

Les niveaux d' expression de 1' HBsAg synthetise 
apres 1' infection de cellules 293 et de cellules Vero par 
5 Ad5 (M-B) sont montres dans le tableau I. 

La cinetique de la distribution extra- et intra- 
cellular de HBsAg a partir de cellules Vero infectees 
par Ad5 (M-B) a indique que la synthese d ' HBsAg a commence 
3 heures apres 1 'infection et a pu etre detectee dans le 
-> mrlaeu apres 8 heures. L' infection par le virus 
recombinant Ad5 (M-B) a conduit a une accumulation de HBsAg 
de o,5 a 1 pg/ io cellules dans le milieu apres 120 
heures. Des experiences repetees ont montre que le virus 
recombinant contenant la region pre-S2 synthetise de plus 
grandes guantites de HBsAg que le virus recombinant ne 
contenant que le gene S. L ■ HBsAg purifiee a partir du 
milreu de culture de cellules infectees par 1 'adenovirus 
recombinant Ad5 (M-B) a consist* en une population homogene 
de particules ayan t un diametre moyen de 22 nm. La densite 
apres centra fugation en CsCl a ete de 1 21 
11. Aciivite de r^^.„ T r -.. r 3a ^ 



HBsAg issues rlo r- j im^ v^ r ^ 

Vero ont" -r rtiCUleS Produites ^ans les cellules 

le olll 5 ^ ^ tCChniqUe ^'Agglutination 

de globules rouges de moutons recouverts de pHSA et par 
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essai radioimmunologique (RIA) pour deceler la presence 
d'une activite de recepteur pour la pHSA. Dne activity de 
fixation pour la pHSA a 6t6 detectee, mais pas pour 
l'albumine bovine polym6risee (tableau II). Une telle 
5 activity n'a pas 6t6 deceive avec les cellules Vero 
infectees par 1 1 adenovirals recombinant Ad5(X-B) cont^nant 
seulement le gene S. 

12. Activity j.n vj.v9 flu viyu? T^gpTftbin^t - 

Des lapins ont ete inocules intraveineusement avec 
1° des preparations hautement purifi6es de 1' adenovirus 
recombinant AdS(M-B) et de 1 'adenovirus sauvage. Bien que 
l'anrigene HBsAg n'ait pu etre detecte dans leur serum, 5 
lapins sur 8 r inocules avec le virus recombinant, ont 
montre 1' apparition d ' un titre anti-HBs variant de 20 4 
15 270 mlU/ml apres 15 jours (tableau III). Aucun anticorps 
anti-HBs n'a ete detecte dans les lapins auxquels on a 
injecte le type sauvage d 1 adenovirus . Apres une seconde 
inoculation intravexneuse realisee 4 semaines apres la 
premiere , un second pic a ete observe dans la reppnse 
2 9 anti-HBs atteignant 440 mlU/ml pour l'un des animaux. 4 
semaines apres la seconde injection, des titres d* anti-HBs 
variant de € mlU/ml a 360 mlU/ml etaient releves . Des 
etudes anterieures ont indique que le niveau minimum 
d* anti-HBs encore protecteur contre l'HBV est de 10 mlU/ml 
pour l'homme. Les anticorps anti-pHSA ont ete recherches 
chez les lapins inocules dans le but de determiner leur 
rapport avec la neutralisation de l'HBV. Ces anticorps, 
detectes par 1' inhibition de 1 1 hemagglutination, ont ete 
trouves dans 5 animaux sur 5 ayant une reponse anti-HBs 
positive (tableau IV). 

L* adenovirus recombinant Ad5 (M-B) dirige done in 
vjvp la synthese de particules HBsAg ayant un caractere 
recepteur pour la serumalbuntine humaine polymerisee. 

L' invention fournit done une base methodologique 
pour la fabrication d'un vaccin contre 1' hepatite B (ou 
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c c :":L:r res types > — - 

L'interet de 1 'utilisation de 1 'adenovirus de type 
5 comme vecteur est double. D-'une part, ce virus est un 

d ° nt 16 P ° UVoi * Pathogene chez l' hoime est faible 
II n entraine que des infections respiratoires benignes." 

autre part, ce serotype qui appartient au gfoupe.c des 
adenovirus bumams n'est pas tumorigene cheZ 1 ' animal 

Part ' 16 taux « e Production d ' HBsAg obtenu sur 
cellules vero (environ 1 »icrogra»me,10 6 , P ar cycle in- 
tectreux) est a priori suffisant pour une exploitation 
xndustraelle. Or cette lignee cellulaire est non tumori- 
gene et pour cette raison, elle constitue la lignee 
d or.gme enable a priori la plus favorable a la pro- 
duction d'un produit a usage hujnain. 

Comme ii va de soi et comme il resulte d'ailleurs 

V ce! ^ P " C ' d£ * 1,inVention - f "-if nullement 
a ceux de ses modes d ' application et de realisation qui 
ont ete plus specialement envisag6s ; elle en embrasse au 
contraire toutes les variantes , parmi ces variants, il y 
a ixeu de mentionner les autres formes de vecteurs con- 
tenant 1 ADM recombinant selon 1 'invention, notamment des 
plasmrdes. Ceux-ci peuvent etre, soit utilises pour fabri- 
quer des vecteurs viraux du genre de ceux qui ont ete de- 
bits, soit etre utilises eux-memes en tant que vehicules 

eel:!™ 1 " ^ 

cellules d eucaryotes superieurs, notamment des cultures 
de cellules humaines ou de primates. • cultures 

II va egalement de soi que peuvent etre substitues 
aux cellules 293 qui ont ete mentionnees plus haut toutes 
autres cellules d' eucaryotes superieurs infectables par 
des adenovirus ou susceptibles de reconnaitre le pxomoteur 

deS adenovi ^ ces cellules ayant ete modifiees. par 
incorporation au prealabi* a**,* ■, 

a . nnt > . Prealable dans leurs propres genomes, 

d une sequence contenant les parties manquantes au virus 
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recombinant d6fecti£ selon 1' invention du gfenome d'un 
adenovirus r notamment sous le contr6ile d 4 un promoteur 
fort reconnu par ces cellules, par exemple d*un promoteur 
de la thymidine kinase ou d 4 un promoteur de virus SV40. La 
5 sequence originaire de 1 1 adenovirus f alors integr6e dans 
•4e genome de ces cellules & eucaryotes sup6rieurs f pousra 
done complementer les virus defectifs conformes a 
1' invention, dans des conditions analogues a celles per- 
mises par les cellules 293. Ces methodes sont applicables 
10 avec un avantage particulier k des cellules Vero. 

L 1 adenovirus Ad5 mis en oeuvre a ete depose le 
3 aout 1984 sous le n* 1-322 a la C.N. CM. ("Collection 
Nationale de Cultures de Micro-organismes de 1 ' INSTITUT 
PASTEUR de Paris. 
15 La lignee 293 a et6 deposfee a la C.N .CM. le 

3 aout 1984 sous le n # 1-323. 
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Ad5(X-B) 
Cellules 
Vero 

Jour infectees 



Ad5(X-B) 
Cellules 
293 

infectees 



Ad5 (M-B) 
Cellules 
Vero 

infectees 



Ad5 (M-B) 
Cellules 
293 

infectees 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 



13 
17 
45 
110 
320 
470 
550 



15 
90 
110 
100 
130 
120 
120 



106 
N.D. 
349 
668 
1 057 
1 153 
900 



35 
N.D. 
56 
60 
63 
N.D. 
N.D. 



Les quantites cumulatives de HBsAg (en ng) pro- 
duces apres infection de cellules 293 et de cellules 
Vero. soit par Ad5(X-B), soit par Ad5(M-B) sont indi- 



quees 
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TABLEAU II 

Activite de rScepteur pour la pHSA des particules HBsAQ 

a partir flg ceHvle? v^yp. 

Surnageant de culture de Serum humain 

5 cellules 



HBsAg+ Temoin 
HBeAg+ sain 



RIA HA RIA HA 

143 - 7 512 64 119 - 10 472 128 65 - 
58 ND 85 ND 77 ND 145 ND 81 ND 



Les resultats sont exprimes en cpm pour I'essai 
radioimmunologique en phase solide et eh titre d 1 hemag- 
glutination (HA) . 
ND, non determine. 
20 pHSA : serumalbumine humaine polym6risee . 
pHSA : serumalbumine bovine polymer is£e. 
cpm : (counts per minute). 



AdS(X-B) Ad5 (M-B) Temoin 

non 
infects 

RIA HA RIA HA RIA HA 



pHSA 
pBSA 
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TABLEAU TIT 

RSponse anti-HBs (mTTI ml— ) chez les lapins inomUs. 



10 



15 



Semai- 
nes 


1 


2 


3 
«j 


L a p i 
4 5 


n s 


7 


0 
0 




1 ft 


0 


0 


0 


0 


O 


0 


0 


0 


0 


0 


0 




a 
\j 


r\ 
VJ 


2 


O 


0 


30 


8 


6 


1 2 


20 


2 


2 


0 


2 


0 


2 


15 


20 


270 


70 


85 


3 


O 


2 


0 


O 


5 


18 


13 


48 


15 


1 1 


4 


1 


O 


0 


O 


2 


21 


15 


27 


17 


7 




0 


O 


2 


O 


2 


99 


52 


440 


146 


136 


6 


0 


0 


0 


O 


0 


78 


26 


401 


151 


148 


7 


0 


0 


0 


O 


0 


20 


27 


325 


58 


42 


8 


0 


0 


0 


O 


O 


20 


40 


367 


35 


6 


On a 


fait 


une 


injection 


intraveineuse de 


10 9 


pfu de 



1 -adenovirus Ad5 sauvage purifie a des lapins (lapins 1 
9 

et 2) et 10 pfu d' adenovirus recombinant Ad5(M-B) pu- 
rifie a des lapins (lapins 3 a 10) immediatement apres 
le preleveinent du sang a la semaine 0 et a la semaine 4. 
La quantite d'anti corps anti-HBs a ete nesuree en utili- 
sar; le systeme RIA AUSAB de Abbott et exprimee en uni- 
tes Internationales (3,5 RIA equivalant a 1 mlU) . 
(pfu = plage formant unite). 
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TABLEAU IV 

Reponse iimtmnoqene du receotcur an-fci-pHSA (reciproaue du 
titre) . 



5 



15 



Seinai- 
nes 


6 


7 


L a p i n s 
8 


9 


10 


o 


0 


O 


0 


0 


0 


1 


16 


2 


2 


2 


2 


o 
«~ 


4 


16 


16 


16 


16 


3 


4 


4 


16 


8 


8 


4 


2 


2 


4 


4 


4 


5 


16 


32 


32 


32 


32 


e 


16 


32 


32 


16 


32 


7 


8 


8 


32 


8 


16 


6 


4 


4 


8 


4 


8 



On a infecte, d'une maniere intraveineuse , des 
20 lapans avec 'lO 9 pfu d ' adenovirus recombinant AdS(M-B) 
purifies aux semames O et 4 . Les animaux ont etc 
identifies par les memes numeros que dans le tableau 
III. 

L'activite de recepteur anti-pHSA a ete exprimee 
25 comme la reciproque du titre de serum le plus el eve ca- 
pable de fournir une inhibition a 100 \ de 1 ' hemaggluti- 
nation. Les particules d'HBsAg possedant un titre 
d* hemagglutination recepteur pour la pHSA de 1:128 ont 
ete melangees avec un volume egal de dilutions en series 
30 de serums inhibiteurs. 
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■REV-END TCATTOKfi 

1 - ADN recombinant pour la transformation de 
lignees cellulaires eucaryotes, notamment humaines ou 
animales, choisies parmi celles qui sont infectables par 
5 des adenovirus OU dont les polymerases endogenes sont 
susceptibles de reconnaitre l es promoteurs des 
•adenovirus, ce t ADN recombinant etant en outre modifie'' 
par un acide nucleique d« insertion contenant une 
sequence nucleotidique codant pour une sequence 
10 polypeptidique dont 1' expression dans lesdites lignees 
cellulaires est recherchee, caracterise par le fait que 
ladite sequence d' insertion est placee sous le console 
direct du promoteur precoce de la region E1A du genome 
d 1 un adenovirus . 

15 2 - ADN recombinant selon la revendication 1 

caracterise en ce qu'il est incorpore dans un vecteur 
replicable dans lesdites lignees cellulaires ou associe 
par recombinaison genetique avec un tel vecteur. 

3 - ADN recombinant selon la revendication 1, 
20 caracterise en ce qu'il comporte en aval de 1 ■ acide 

nucleique d- insertion un genome defectif d' adenovirus 
comprenant neanmoins 1' ensemble de celles des sequences 
essentielles necessaires a la replication de 1 "adeno- 
virus correspondent, qui sont normalement situees en 
aval des genes normalement sous le contr61e direct du 
promoteur precoce E1A dans ledit genome. 

4 - ADN recombinant selon la revendication 3 
caracterise en ce que le genome de 1' adenovirus avec 
lequel xl est associe est defectif, en ce qu'il est 
depourvu de la partie anterieure de la region E1A du 
genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 \. 

5 - ADN recombinant selon la revendication 2 
caracterise en ce qu'il est incorpore dans une region 
non essentielle d'un adenovirus, notamment dans l a 

35 partie non essentielle de la region E3 de cet 
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adenovirus . 

6 - ADN recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 5, caract£ris£ en ce que son 
promoteur est originaire d'un adenovirus de categorie C, 

5 appartenant au sous-type Ad2 ou Ad5 . 

7 ADN recombinant selon l'une quelconque des 
revendications?. 1 a 6, caract6rise en ce q»e la sequence 
nucleotidique contenue dans le susdit acide nucleique 
d' insertion code pour une proteine qui, lorsqu'elle est 

10 exprimee dans un hote cellulaire naturel sous le 
contr61e de son promoteur naturel, est excretee dans le 
milieu d'une culture de cet hote cellulaire naturel. 

8 - ADN recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que la susdite 

15 sequence nucleotique code pour un ant i gene protecteur 
conrre un agent pathogene determine, notamment pour 
1 ' antigene HBsAg . 

9 - Lignee cellulaire d'origine humaine ou 
animale, caracterisee en ce qu'elle est transformee par 

20 un ADN -recombinant selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 8, et en ce qu'elle synxhetise le polypeptide 
code par la susdite sequence nucleotidique. 

10 - Lignee cellulaire selon la revendication 9 
consideree en combinaison avec la revendication 3 ou la 

25 revendication 4, ou les deux a la fois, et, le cas 
echeant, avec 1 1 une quelconque des revendications 6 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle conrient elle-meme une 
sequence distincte de nucleotides apte a complementer la 
partie du genome de 1' adenovirus dont le susdit vecteur 

30 est depourvu, ladite sequence distincte etant de prefe- 
rence incorporee au genome des cellules de ladite lignee 
cellulaire. 

11 - Procede de production d'un polypeptide 
determine comprenant la transformation par un ADN 

35 recombinant contenant une sequence nucleotidique codant 
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pour ledit polypeptide d'une lignee de cellules 
eucaryotes, notamment animale ou humaine, choisie parmi 
celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont 
les polymerases endogenes sont aptes a reconnaitre les 
promoteurs des adenovirus, caracterise par le fait que 
l'ADN trans formant est conforme a l'une quelconque des 
revendications' 1 a 8 et en ce que 1 ' on recueille les 
produits d' expression de ces cellules, y inclus ledit 
polypeptide determine. 

12 - Procede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que l'ADN recombinant est conforme a 
l'une quelconque des revendications 4 a 6. 

13 - Procede selon la revendication 11, 
caracterise par le fait que les cellules eucaryotes 
transformees sont conformes k la revendication 10. 

14 - Procede selon la revendication 11, 
caracterise par le fait que les susdites cellules 
eucaryotes sont simultanement transformees avec 
1' adenovirus infectieux correspondant . 

15 - Procede- selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 14, caracterise en ce que la 
sequence nucleotidique determinee est conforme a celle 
def inie dans la revendication 7 . 

16. Procede de production d'un polypeptide 
possedant des proprietes immunogenes caracteristiques du 
virus de 1' hepatite B comprenant la transformation d'une 
lignee de cellules eucaryotes, notamment animales ou 
humaines, choisie parmi celles qui sont infectables par 
des adenovirus ou dont les polymerases endogenes sont 
aptes a reconnaitre les promoteurs des adeiwirus, par un 
ADN recombinant contenant un inserat comprenant lui-meme 
une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
immunogene caracteristique du virus de 1' hepatite B, 
caracterise en ce que la susdite sequence nucleotidique 
est placee dans cet ADN recombinant sous le contrdle 
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direct du promoteur precoce de la region £1 A du genome 
d'un adenovirus. 

17. Procede selon la revendication 16 f 
caracterise en ce que 1 1 ADN recombinant est incorpore 

5 dans un vecteur consistant en un adenovirus defectif 
replicable dans lesdites lignees de cellules, ledit 
adenoviirtis etant depourvu de la pa**ie anterieure de la ' m *m • 

region E1A du genome viral, notamment de son fragment 
0-2,6 \, mais comportant neanmoins I 1 ensemble des 

10 sequences essentielles a la replication de l'adenovirus 
correspondant , qui sont normalement situees en aval des 
genes normalement sous le controle direct du promoteur 
precoce E1A dans ledit genome, et en ce qu ' on recueille 
dans le milieu de culture les produits d* expression des 

15 lignees de cellules eucaryotes transformees par 1 ' ADN 
recombinant, y inclus le polypeptide code par la susdite 
sequence nucleotidique et synthetise par lesdites 
lignees de cellules. 

18. Procede selon les revendications 16 ou 17, 
20 caracterise en ce que le promoteur de 1 1 ADN recombinant 

est originaire d'un adenovirus de categorie C, apparte- 

nant au sous-type Ad2 ou Ad5 . 

19- Procede selon l'une quelconque des 

revendications 16 a 18, caracterise en ce que 1 'ADN 
25 recombinant est incorpore dans une region non essen- 

tielle de 1 * adenovirus , notamment dans la partie non 

essentielle de la region E3 de cet adenovirus. 

20. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 16 a 19, caracterise en ce que la lignee- 
30 de cellules eucaryotes contient elle-meme une sequence 

distincte de nucleotides aptes a complementer la partie 

du genome de 1* adenovirus dont le susdit vecteur est 

depourvu, ladite sequence etant de preference incorporee 

au genome des cellules de ladite lignee de cellules. 
35 21. Procede selon I'une quelconque des 
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revendications 16 a 20, caracterise encequel'ADN 
recombinant comprend la sequence nucleotidique codant 
pour le gene S du genome du virus de 1' hepatite B. 

22. Precede selon l'une quelconque des 
5 revendications 16 a 20, caracterise en ce que I'ADN 

recombinant comprend la sequence codant pour le gene S 
et la region pre-S2 du genome du virus de 1 'hepatite B. 

23. Composition de vaccin contenant les produits 
excretes ou liberes dans le milieu par les cellules 

10 eucaryotes transferees par le precede selon l'une 
quelconque des revendications 11 a 14, en tant que 
Principe actif d'un vaccin actif centre un agent patho- 
gene, notamraent contre le virus de 1' hepatite B. 
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